















 学位の種類 医 学
博
士
 1学位記番号  医博第891 号
学位授与年月日  昭和58年3月25日
 学位授与の要件  学位規則第5条第1項該当
研究科専攻 東北大学大学院医学研究科
 (博士課程)病理学系専攻
学位論文題目  STUDIES・ONTHEMECHANISMSOFTHE
GENERATIONOFCTLDIRECTEDAGAINST
MMANTIGENBYSTIMULATIONWITH
L-MMTUMORHYBRIDCELLS.
 (L-MM腫瘍ハイブリッド細胞によるMM
 抗原特異的キラー丁細胞の産生機序に関する
 研究)
論文審査委員
 (主査)
教授橘 武彦教授石田名香雄
教授京極方久
 一37一
一 、
酵
、
■
5
 ■
1
■
『
F
F
「
=
論文 内容要
 ヒ
日
目的
 MM抗原は,C3Hマウス由来のある種の腹水型乳癌細胞株に発現されてくる腫瘍関連移植抗
 原の一つであるが,我々は以前に,腫瘍細胞上のMM抗原は同系マウスにおいて著明な抗体産生
 をひき起こすのに対して,同系線維芽細胞由来のL細胞とMM腫瘍細胞とを融合して得られたL二
 MM腫瘍ハイブリッド細胞上のMM抗原は特異的キラー丁細胞を誘導することを見出した。MM
 抗原に関する,このような際立った免疫応答の違いが何によってもたらされるのかを解明するた
 めに,2次試験管内誘導系を用いて両者のキラー丁細胞誘導能を比較し,さらに融合のパートナー
 として用いたL細胞が,キラー丁細胞産生に関与する要因となっているかどうかを調べ,その機
 序を検討した。
 材料と方法
 SPF(specificpathogenfree)のC3H/He雌マウスを6～8週令で使用した。腫瘍細胞
 としては,MM抗原陽性のFM3A/R細胞とMM抗原陰性のMM48細胞を用いた。ハイブリッ
 ド細胞は,HGPRTを欠損しているL細胞のサブライン(LAG)とFM3A/Rとを融合して得ら
 れたL-FM3A#2を用いた。LAG細胞はMM抗原を発現していない。キラー丁細胞産生は2次
 試験管内誘導系によった。すなわち,C3H/Heマウスに106個のL-FM3A#2もしくはマイト
 マイシンC処理したFM3A/Rを腹腔内注射し,3～4週後に脾臓を取り出し応答細胞を得る。
 これを,マイトマイシンC処理したL-FM3A#2あるいはFM3A/Rを刺激細胞として2次試
 験管内感作を行い,5日間培養後,腫瘍細胞に対する細胞障害活性を12時間のクロミウム放出法
 によって測定した。
結果
 L-FM3A#2とFM3A/R細胞のキラー丁細胞誘導能を,2次試験管内誘導系を用いて調べ
 ると,効果的なキラー細胞の産生が起こるためには,invivoとinvitroのいずれにおいてもハ
 イブリッド細胞による刺激が必要であり,腫瘍細胞による刺激ではキラー細胞を誘導できなかっ
 た。この両者のキラー細胞誘導能の違いに,融合のパートナーとして用いたL細塵が関与してい
 るかを調べたところ,腫瘍細胞やL細胞単独ではキラー細胞を誘導し得ないが,両者を混ぜて用
 いた場合にはinvivo刺激においても,invitro刺激においても,有効なキラー細胞産生のシグ
 ナルとなり得ることがわかった。このようなL細胞のキラーヘルパー効果は,腫瘍細胞と混ぜて
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 注射するL細胞の数に比例して増大し,ハイブリッド細胞による刺激で生じたキラー細胞と同様
 に,MM抗原に特異的で抗ThyL2抗体と補体の処理によりその活性を失った。また,ハイブリッ
 ド細胞による刺激で生じたキラー丁細胞は抗しyt2.1と補体の処理によりその細胞障害活性の大
 部分を失ったが,抗しyt1,1と補体の処理によっても部分的に活性を失った。
 さらに,L細胞のキラーヘルパー効果が可溶性因子を介することが明らかになった。すなわち,
 ハイブリッド細胞で免疫したマウスの脾細胞を腫瘍細胞で刺激する際に,正常脾細胞とL細胞と
 を共に培養した上清を加えても,L細胞を加えた場合と同様にキラー丁細胞の産生が見られた。
 しかし,L細胞や正常脾細胞単独の培養上清中には,このようなキラーヘルパー活性は認められ
 なかった。IFN活性がこの,正常脾細胞とL細胞との培養上清中にのみ認められ,その活性は
 pH2の処理によって大部分失われ,キラーヘルパー活性もまた同時に消失した。IL2活性は検
 出されなかった。さらに,この上清のかわりに部分的に精製したマウスβIFNを加えても,効果
 的なキラー丁細胞の産生が起こった。
結論
 以上の実験結果から,L-MM腫瘍ハイブリッド細胞によるMM抗原特異的キラー丁細胞の産
 生には,MM抗原の刺激に加えて,融合によりハイブリッド細胞に導入された,L細胞の何らか
 の決定基が認識されて生じるIFNが必須なシグナルであることが強く示唆された。
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 審査'結果の要旨
 同一抗原に対する免疫応答が抗体産生に向うか,細胞性免疫となるか,そのスイッチ機構は全
 く不明である。
 ある種のC3Hマウス腹水型乳癌細胞に発現されるMM抗原に対して宿主は抗体産生応答を行
 うが,乳癌細胞を同系線維芽L細胞と細胞融合して得られたハイブリッド細胞上のMM抗原に対
 してキラー一丁細胞(CTL)産生応答を行うことが知られているが,本論文は,試験管内2次C
 TL誘導系を用いて癌細胞とハイブリッド細胞のCTL誘導に関する顕著な相違を解析した。
 MM抗原陽性のFM3A/R乳癌細胞と,MM抗原陰性のHGRRT欠損L細胞とを融合して
 得られたL-FM3A#2ハイブリッド細胞はMM抗原陽性である。L-FM3A詳2とFM3
 A/R細胞のCTL誘導能は,invivo,invitroのいずれにおいてもハイブリッド細胞にだけ
 認められ,FM3A/R細胞は全くCTLを誘導しなかった。従って,両者のCTL誘導能の相
 違についてはL細胞の特性が関与していると推定される。種々検討の結果,L細胞を腫瘍細胞と
 混ぜて用いると,invivo刺激においても,invitro刺激においてもCTLの生成をみた。すな
 わちL細胞にはキラーヘルパー効果を発揮させる決定基があると考えられる。事実,混合するL
 細胞数に比例して効果は高まった。さらにこのヘルパー効果は,正常脾細胞とL細胞の混合培養
 上清で置換できた。この上清にはCTL産生に必要とされるIL2活性は検知できなかったが,
 インターフェロン(IFM)活性が認められ,pH2処理によって大部分失活すると同時に,キ
 ラーヘルパー活性も消失することを見出した。また,部分精製したマウスβ型IFNの存在下で
 MM抗原刺激によって効果的なCTL産生がみられた。
 以上,本論文では,CTL産生には,その標的抗原刺激に加えてキラーヘルパー因子を誘導す
 る決定基の存在が重要であり,ヘルパー因子としてのIFNの役割を強く示唆したことになる。
 このことは,CTLによる強力な抗腫瘍免疫を誘導するためには,キラーヘルパー効果を高める
 ことが重要であることを示すとともに,特定抗原に対する体液性免疫応答と細胞性免疫応答の調
 節機構の解析に,本実験系が有用であることを示唆し,IFN産生がこの機構に関連する可能性
 を示したことは高く評価される。よって本論文は学位を授与するに価するものと認める。
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